
10. Konjugáty peptidů a proteinů



Konjugace je chemická strategie jak vytvořit

stabilní kovalentní či nekovalentní vazbu mezi dvěma molekulami.

Biokonjugace, je konjugace kdy alespoň jedna z molekul je biomolekula,

tzn., peptid, protein, nukleová kyselina, lipid, sacharid atd. 



Kovalentní biokonjugace

Nahodilé, tj. modifikace na více místech. Často mohou vést ke ztrátě

biologické aktivity biomolekuly. 

Specifické, tj. modifikace pouze jednoho místa v biomolekule.

Moderní metody tzv. bio-ortogonálních konjugací jsou často

vysoce specifické a zachovávají bioaktivitu. 

Kovalentní modifikace členíme hlavně podle toho 

na jakou reaktivní chemickou skupinu je cíleno, tzn. amin, karboxyl, aldehyd atd. 

(kovalentní vazba, sdílení elektronového páru, 100-400 KJ/mol)
(nekovalentní vazby do 60 KJ/mol)



Modifikace karboxylové skupiny

Esterifikace diazoalkány

Nejprve diazomethan nukleofilně napadá karboxyl a odtrhne proton,

pak následuje nukleofilní atak karboxylátu na diazoniový kationt následovaný alkylací.

Hnací silou reakce je formování dusíku, který je skvělou odstupující skupinou.

CHN2
CHN2

ADAM
PDAM

Fluorescenční deriváty diazomethanu
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Laborartorní příprava diazomethanu
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Aktivace karboxylu pro reakci s aminy a alkoholy

R OH

O

R X

O
H2N-R1

HO-R1

+

+

R NH

O

R O

O

R1

R1

Amidy

Estery

X

X je aktivační činidlo, pro biokonjugace obvykle používáme karbodiimidy

Nejčastěji používaným karbodiimidem pro biokonjugace je vodorozpustný EDC (či EDAC)



Modifikace karbonylové skupiny

Aldehydy a ketony jsou dobrými elektrofily, takže dobře podléhají nukleofilním adicím

s nukleofily, jako jsou aminy,  hydrazidy či hydraziny. 
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Konjugace tvorbou hydrazonů a hydrazinů, asi nejstarší metoda biokonjugace

acyl hydrazid
(z kyseliny a hydrazinu)

stabilní redukovaný
acyl hydrazid

DNA

N
NH Peptid

Bylo nutné redukovat
nestálý meziprodukt 
acyl hydrazon

Konjugace Mannichovou reakcí, 3-komponentní kondenzace, spojení peptidu a proteinu

Redukce

acetal hydroxylamin
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formaldehyd
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Konjugace tvorbou oximů, používaná pro glykosylace peptidů, či jiných látek

cukr

aminooxy reagens
(modifikovaný peptid)

aminooxy reagens, derivát hydroxylaminu

peptid



Konjugace Morita-Baylis-Hillman (MBH) reakcí, probíhá ve vodě, 
vhodná pro tvorbu multifunkčních konjugátů

katalýza aminem DABCO

akrylát

cukr



Modifikace aminoskupiny

Díky volnému elektronovému páru na dusíku jsou aminy (Lys, N-konec), a zvláště ty primární,

výbornými nukleofily a dobře reagují s elektrofily v alkylačních a acylačních reakcích,

např. s halidy (R-X), isokyanáty (-N=C=O) a isothiokyanáty (-N=C=S).

např. fluorescenční činidla



Konvenční činidla pro kovalentní modifikaci aminů

Příklady používaných aktivních esterů



Modifikace thiolové skupiny
V proteinech jsou málokdy přítomny volné SH skupiny, ale mohou být inkorporovány uměle.

Trautovo reagens
TCEP, je lepší 
redukční činidlo než DTT,
nezapáchá, je stálý, 
neinterferuje s konjugací

NH3S
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-

Cl
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Thioly jsou nukleofilní a výborně reagují s elektrofily



Výměna disulfidů

Amax=343 nm
Jeho vznik může sloužit k monitorování konjugace



Modifikace hydroxylové skupiny

R-OH skupina je v biologických materiálech velmi častá (Ser, Thr, Tyr, cukry, nukleotidy atd.).

Je relativně málo nukleofilní, což činí její modifikace obtížnými, zvláště ve vodě.

Je třeba hydroxyl aktivovat.  

Konjugace aktivací hydroxylu na karbamát pomocí vhodného aktivátoru 

Aktivující látky (A)

Nu: obvykle amin

N, N‘-karbonyldiimidazol N,N‘-disukcinimidyl karbonát



Modifikace fenolického hydroxylu, obvykle Tyr, bud´ na OH nebo do polohy ortho

reakce s diazoniovými solemi

Mannichova reakce

reakce s cyklickým
diazokarboxamidem
v širokém rozmezí pH

reakce s katalyzátory

TPPTS
trifenylfosfin trisulfonát sodný



Nativní chemické ligace

1953 Theodor Wieland: Val-CO-S-R a Cys reagovaly na Val-Cys (reakce aktivního esteru s aminem)

1990s Stephen Kent ve The Scripps Research Institute vyvinul "Native Chemical Ligation (NCL)“
na stejném principu a aplikoval jí na ligace nechráněných peptidových fragmentů a syntézu proteinů 

Předpokládaný mechanismus
(P. Dawson et al, Science 266, 776, 1994)

V jádru se jedná o chemoselektivní a regioselektivní transthioesterifikaci a poté S-N acyltransfer
které probíhájí ve vodě. Reakce je ale dost pomalá a má i vedlejší reakce. 

- R-SH

Nativní chemické ligace jsou obecně limitovány chemickou syntézou C-koncových  thioesterů.  



S. Kent at al., Fully Convergent Chemical Synthesis of Ester Insulin: Determination of the High 
Resolution X-ray Structure by Racemic Protein Crystallography. J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 8, 
3173–3185

L-forma a D-forma
ko-krystalizace

Nativní ligace na dvou místech 
plus cyklizace přes ester, 
která usnadnila folding



Varianta nativní chemické ligace

Tam et al., PNAS 92, 12485, 1995 



„Crosslinking“ činidla pro biokonjugace

Jedná se o kovalentní spojení dvou či více molekul pomocí nějakého specifického činidla,

která mohou být homobifunkční či heretobifunkční podle toho na jaké reaktivní skupiny cílí.  

dvě stejné skupiny

dvě různé skupiny



https://www.thermofisher.com/cz/en/home/
life-science/protein-biology/protein-labeling-crosslinking.html

Velký výběr činidel
na stránkách firmy ThermoFisher

(50. největší firma na světě, 2021)



Homobifunkční činidla

Mají dvě stejné reaktivní skupiny a jsou to obvykle symetrické molekuly.
Reakce probíhá obvykle v jednom kroku.   

Reakce jsou často provázeny polymerizací a self-konjugací, kterým se nedá zcela zabránit. 

Homobifunkční činidla pro aminoskupiny jsou obvykle imidoestery nebo NHS estery.

Pozor aby v pufru nebyl Tris či glycin.

Konjugát ale není příliš stálý
při vysokém pH.



Homobifunkční činidla pro aminy na bázi imidoesterů.
Reagují obvykle rychle při pH 10, jsou vodorozpustné, ale nestabilní. 



Homobifunkční činidla pro aminy na bázi NHS-esterů.
Reagují obvykle rychle při pH 10, jsou vodorozpustné, ale nestabilní. 



Homobifunkční činidla pro thioskupiny, obvykle maleinimidy (a), jodoacetyly (b) či pyridyldisulfidy (c).

Pro konjugaci thiolů je vždy nutné odstranit
všechna redukční činidla.

Příklady maleinimidů.

Bis-epoxidy
Bis-jodoacetylamid
deriváty

DPDPB



Homobifunkční činidla pro aldehydy a ketony jsou hlavně hydrazidy.

Dvou kroková reakce.

Nejčastěji se používají karbohydrid a dihydrazid adipové kyseliny (ADH).



Populární konjugace proteinů (aminů) glutaraldehydem 

Dvou-kroková reakce je lepší

Schiffovy báze



Heterobifunkční činidla

Mají dvě reaktivní skupiny. Nejprve se nechá odreagovat ta méně stálá,

pak se odstraní přebytek činidla a pak se přidá druhý partner.

Výhodou je omezení polymerizací a intramolekulární modifikace. 

NHS-ester, 
obvykle jde až do reakce s aminem.

Maleinimid

Pyridyldisulfid

Halogen-acetyl

Méně stálá skupina a

Více stálá akupina aPrvní reakce
Druhá reakce



Komerčně dostupná heterobifunkční činidla na bázi maleinimidů a NHS -esterů



Heterobifunkční činidla s PEG Heterobifunkční činidla na bázi NHS-esteru
a jodo-či bromo-acetylu

Příklad thioly štěpitelného bifunkčního činidla



Fotoreaktivní „crosslinking“ činidla
Fotoreaktivní činidla jsou obvykle normálně chemicky inertní látky, které se stávají 
reaktivními po ozáření UV či VIS světlem. 
Jsou využívána např. pro mapování interakcí mezi proteiny. 
Tato činidla jsou velmi často na bázi  arylazidů. 

Reakce arylazidů

Expanze kruhu
Nukleofilní adice

Fotoaktivní látky jsou velmi reaktivní,
nebezpečí vedlejších reakcí
a deaktivace proteinů

„Deaktivující“ nitro skupina posunuje 
fotoktivaci do delších vlnových délek 
(320-350 nm), méně škodlivých pro proteiny



Příklady heterobifunkčních aryl azidových fotoaktivních činidel s NHS-esterem (na aminy) 

Fotoreaktivní činidla na bázi benzofenonu



Příklady heterobifunkčních fotoaktivních činidel na bázi diazirinu

Reaguje např. s peptidovou vazbou 





Aminokyseliny 22-42 z IGF-1
nebyly v komplexu viditelné

IGF-1

Imp-L2

Krystalová struktura



- červené lysiny K byly označeny pomocí Sulfo-SDA
- byl znovu připraven komplex s vazebným proteinem
- pak se posvítilo při 365 nm
- produkty analyzovány pomocí SDS-Elfo a WB
- produkt vystřižen z gelu, štěpen trypsinem, analyzován MS  



Nově objevené oblasti v Impl-2, které reagují s IGF-1

Modelování nově objevených interakcí



Bio-ortogonální reakce

Takové reakce, které selektivně probíhají v živých systémech
bez toho, aby interferovaly s biologickými procesy.

Obvykle je do biologického objektu nejprve vnesena specifická skupina X,
která pak selektivně reaguje s jinou specifickou skupinou Y.



Staudingerova ligace
1919, Staudinger a Meyer objevili Staudingerovu reakci, vlastně redukci azidu na amin fosfinem

fosfin



V roce 2000 Carolyn A. Bertozzi modifikovala Staudingerovu reakci tak, že je ligací
tzv. „Traceless“ bio-orthogonal Staudinger ligation

Azidy ani fosfiny se v přírodě nevyskytují, musí se ale do biomolekul tedy zavést

1. redukce azidu na amin a 2. nukleofilní atak (thio)esteru 

traceless, tzn. 
fosfin tam není



Aplikace Staudingerovy ligace (modifikace povrchů)

Nevýhodou je značná pomalost reakce a tendence fosfinů oxidovat se.  

Ale jak dostat do proteinu azidoskupinu?



Expandovaný genetický kód
Tato metoda umožňuje vnášet nekódované aminokyseliny do proteinů během normální rekombinantní přípravy. 

Schultz, Peter. G. (2001). "Expanding the Genetic Code of Escherichia coli". Science 292 (5516): 498–500.

„To this end, we have developed a methodology that
allows one to genetically encode novel amino acids,
beyond the common twenty, in both prokaryotic and
eukaryotic organisms. This methodology involves the
generation a unique codon-tRNA pair and
corresponding aminoacyl-tRNA synthetase. Specifically,
an orthogonal tRNA is constructed that is not a
substrate for any natural aminoacyl synthetases and
which inserts its cognate amino acid into the growing
polypeptide chain in response to a nonsense or
frameshift codon. A cognate synthetase is then
generated which recognizes this unique tRNA and no
other; the substrate specificity of this synthetase is
then evolved to recognize a desired "twenty first"
amino acid, and no endogenous amino acid. We have
shown that this methodology can be used to efficiently
incorporate a large number of unnatural amino acids
into proteins in E. coli, yeast and mammalian cells with
fidelity and efficiency rivaling that of the common 20
amino acids.“

http://schultz.scripps.edu/main.php

Anebo syntéza na pevné fázi s Fmoc-azidoaminokyselinou



Click chemie
(Copper(I)-catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition, CuAAC)

Její princip je založen na tzv. Huisgenově 1,3-dipolární cykloadici, 
která ovšem probíhá pomalu a není regioselektivní

V roce 2002, Meldal a Sharpless nezávisle objevili, že reakce mezi azidy a terminálními alkyny
je až 106 x urychlena přítomností Cu(1+)

Tato dnes extrémně populární reakce probíhá dobře takřka ve všech prostředích.

1,4-disubstituované
[1,2,3]-triazoly



Karl Barry Sharples
Nositel Nobelovy ceny za chemii za rok 2001. 
Obdržel ji za objev oxidačních reakcí vytvářejících asymetrické chirální aminokyseliny (DOPA).

Morten P. Meldal (born 1954 in Denmark) is a Danish chemist.

,



Předpokládaný mechanismus

Excelentní review

Mědˇ se teoreticky recykluje (ale snadno oxiduje se na Cu2+). Zůstává zachován stejný počet atomů.
Jen terminální alkyny.  

Stejná Mr jako
reaktanty



Látky urychlující CuAAC

TBTA

Koordinují a stabilizují Cu(I) a prý tak urychlují reakce



Click chemie bez mědi
(Copper-free click chemistry)

Měd´ je toxická a snadno se chelatuje na peptidy. 
Carolyne A. Bertozzi vyvinula alternativní click reakci bez katalýzy mědí (2010).

Reakce je ale pomalejší než při katalýze mědí. 



Nové cyklooktyny pro urychlení click reakce bez mědi





Bio-ortogonální reakce prostřednictvím alkenů

Diels-Adlerova cykloadice, [4+2]cykloadice

EDG je „electron-donating group“
EWG je „elekctron withdrawing“ group



Cykloadice pomocí tetrazinů
„Inverse electron demand Diels-Alder“

velmi rychlé

aplikace pro ligaci, dvou biomolekul

konjugace zapříčinila degradaci BRD4



Konjugace pomocí diazoniových solí

je to selektivní pro Tyr a His

Konjugace thiol-enovou a thiol-ynovou adicí (Michaelovy adice)



Přehled bio-ortogonálních „click“ reakcí používaných v peptidové chemii 

(Strain-promoted AAC)



Pokračování přehledu „click“ reakcí



Pokračování přehledu „click“ reakcí



Přehled „click“ reakcí mezi obvykle používanými funkčními skupinami



Nekovalentní biokonjugace

Nekovalentní interakce: elektrostatické (iontové, vodíkové, vazby halogenů), van der Waalsovy,

Π-vazby, hydrofobní.

Nekovalentní vazby jsou relativně slabé (cca 0-60 KJ/mol), ale zase jich bývá hodně a 

může se pomocí nich obejít obtížná chemie. 



Systém  biotin-(strept)avidin

Avidin je tetramerní bazický glykoprotein (64 kDa) 
z bílku ptáků o pI 10.  Výborně rozpustný ve vodě
a stabilní v širokém rozmezí pH a teploty.

Streptavidin je glykoprotein (53 kDa)
ze Streptomyces avidinii o pI 5 a je méně rozpustný. 

Pierce prodává rekombinantní deglykosylovaný Neutravidin o pI 7,
který neváže lektiny. 

Avidiny mají extrémně vysokou afinitu vůči biotinu (vitamin B7 či H), 
Kd okolo 10-15-10-13 M-1.



Interakce avidin-biotin se stala populární metodou pro imobilizaci proteinů na různé povrchy.

Je k dispozici řada komerčně dostupných povrchů potažených avidinem.

Je ale nutno označit biotinem protein, který má být imobilizován. 

o

Pomocí biotin ligázy (BirA) z E. coli, která značí lysiny

Pomocí biotin NHS esterů, komerčně dostupný



Systém zprostředkovaný konjugací pomocí kovových iontů

poly-histidinový motiv chelatující kovy

His-tag je polyhistidinová sekvence sloužící k afinitní purifikaci rekombinantních proteinů 



iBodies kombinují několik
způsobů biokonjugace

Ni2+ , obdoba afinitní chromatografie
na Ni-koloně, konjugace pomocí kovů,
specificky se to váže na proteiny s His-tagem



Potalitsyn et al. A radioligand binding assay for the insulin-like growth factor 2 receptor. PLoS ONE 2020 
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